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Resumé 
Introduktion: Uncoupling protein 2 (UCP2) er et transmembrant transportprotein som er 
lokaliseret i den indre mitokondriemembran. Dette transportkompleks bevirker at der kommer 
protoner gennem indermembranen uden at der samtidigt genereres ATP via den oxidative 
fosforylering. Denne uncoupling kan have indflydelse på insulinudskillelsen i beta-cellerne på 
grund af den ændrede proportionalitet mellem plasma glukose og ATP generering. Polyfenolet 
resveratrol findes i flere forskellige kilder såsom vindruer, rabarber og nødder. Studier indikerer 
forskellige positive helbredseffekter af resveratrol, eksempelvis på kardiovaskulære sygdomme og 
insulinudskillelse, samt en nedregulerende effekt på UCP2.                                                           
Formål: Projektets formål er at undersøge om de to molekylære signalveje mTOR og SIRT1 har 
indflydelse på resveratrols effekt på UCP2 mRNA niveauet i INS-1E celler ved 5 og 20 mM glukose, 
samt undersøge resveratrols effekt på cellediameteren (cellestørrelse) og proliferation (celleantal) 
ved hæmning af mTOR signalvejen i INS-1E celler ved 5 og 20 mM glukose.                                                               
Metode: Resveratrols effekt blev undersøgt ved at dyrke INS-1E celler ved 5 eller 20 mM glukose, 
med og uden resveratrol (30 µM). mTOR signalvejen hæmmes kemisk med rapamycin (1,1 nM), og 
der blev etableret SIRT1 knockdown cellelinjer ved hjælp af retrovirale vektorer. SIRT1 knockdown 
cellelinjer eller celler med 1,1 nM rapamycin dyrkes i 5 og 20 mM glukose, med og uden 30 µM 
resveratrol. mRNA ekstraheres og RT-qPCR analyse udføres. Derudover bestemmes celleantal og 
cellestørrelse af INS-1E celler i forhold til 30µM resveratrol og 1,1 nM rapamycin dyrket i 5 eller 20 
mM glukose.                                                                                                                                        
Resultater: Der findes en signifikant forskel mellem effekten af resveratrol 30 µM alene versus 30 
µM resveratrol og 1,1 nM rapamycin (p<0,05), hvilket indikerer involvering af mTOR signalvejen i 
nedreguleringen af UCP2 mRNA. Der observeres en ikke signifikant tendens til at SIRT1 knockdown 
resulterer i nedregulering af UCP2 mRNA. Cellestørrelse undersøgelserne ved 20 mM glukose 
viste, at 30 µM resveratrol havde en signifikant celleforstørrende effekt på 1,6 procent (p<0,05), 
mens 1,1 nM rapamycin havde en signifikant celleformindskende effekt på 6,5 procent (p<0.05). 
At 1,1 nM Rapamycin modvirkede resveratrols celleforstørrende effekt ses ved at celler tilsat 
resveratrol og rapamycin var 3,2 procent mindre end celler med resveratrol alene (p<0,01). 
Celleantal undersøgelserne viste at 30 µM resveratrol og 1,1 nM rapamycin hæmmer celleantal på 
henholdsvis 42,8 procent og 18,2 procent i forhold til ubehandlede celler (p<0,0001 og p<0,001). 
Kombinationen af 30 µM resveratrol og rapamycin giver en yderligere reduktion af celleantallet på 
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26,8 procent forhold til 30 µM resveratrol alene (p<0,0001).                                                  
Konklusion: Resveratrol øger cellestørrelse, mens rapamycin mindsker samme. Både resveratrol 
og rapamycin reducerer celleantallet. Rapamycin har tilsyneladende en hæmmende effekt på 
resveratrols reduktion af UCP2 mRNA niveauerne ved 20 mM glukose, hvilket støtter at UCP2 
expression delvist moduleres gennem mTOR signalvejen. Dette understøttes yderligere af at 
rapamycin også modvirker resveratrols celle forstørrende effekt.  
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Abstract 
Introduction: Uncoupling protein 2 (UCP2) is a transmembrane transport protein found in the 
mitochondrial inner membrane. This transport complex brings protons through the inner 
membrane, without ATP being generated by oxidative phosphorylation. This uncoupling can have 
an effect on insulin secretion in the beta cells due to the change in proportionality between 
plasma glucose and ATP generation. The polyphenol resveratrol is found in several sources, e.g. 
grapes, rhubarb and nuts. Studies have indicated various positive health effects of resveratrol, e.g. 
on cardiovascular disease and insulin secretion, as well as a down regulating effect on UCP2.                                 
Aim: The purpose of this study was to investigate whether the molecular signaling pathways 
mTOR and SIRT1 influence the effect of resveratrol on UCP2 mRNA levels in INS-1E cells at 5 and 
20 mM glucose. This was done by examining resveratrol effect on cell diameter (cell size) and 
proliferation (number of cells) by inhibiting the mTOR pathway in INS-1E cells at 5 and 20 mM 
glucose.                                                                                                                                           
Methodology: The effect of resveratrol was studied by cultivating INS-1E cells at 5 and 20 mM 
glucose, with and without resveratrol (30 μM). The mTOR pathway was inhibited chemically with 
rapamycin (1,1 nM). An SIRT1 knockdown cell line was established by use of retroviral vector as 
well. SIRT1 knockdown cell lines or cells with 1,1 nM rapamycin were cultivated in 5 and 20 mM 
glucose, with and without 30 μM resveratrol. mRNA was extracted and an RT-qPCR analysis  
performed. In addition, a comparison was made between the effect of 30 μM resveratrol and 1,1 
nM rapamycin on number of cells and cell size of INS-1E cells cultivated in 5 or 20 mM glucose. 
Results: A significant difference was found between the effect of 30 μM resveratrol vs. 30 μM 
resveratrol and 1,1 nM rapamycin (p<005), which indicates that the mTOR pathway is involved in 
down regulating UCP2 mRNA. A non-significant tendency that SIRT1 knockdown results in down 
regulation of UCP2 mRNA was observed. The study of cell size at 20 mM glucose showed that 30 
μM resveratrol had an significant augmentative effect of 1,6 percent (p<0,05), while 1,1 nM 
rapamycin had an significant adverse effect of 6,5 percent (p<0,05). 1,1 nM rapamycin 
counteracted resveratrols cell augmenting effect, in that cells with resveratrol and rapamycin 
were 3,2 percent smaller than cells with resveratrol only (p<0,01). The cell proliferation study 
showed that 30 μM resveratrol and 1,1 nM rapamycin had an adverse effect on the number of 
cells, respectively 42,8 percent and 18,2 percent, when compared to untreated cells (p<0,0001 
and p<0,001). The combination of 30 μM resveratrol and rapamycin gave a reduction in cell 
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numbers of 26,8 percent when compared to 30 μM resveratrol only (p<0,0001).                                                     
Conclusion: Resveratrol had an augmentative effect on cell size, while rapamycin had an adverse 
effect. Both resveratrol and rapamycin had an adverse effect on cell proliferation. Rapamycin 
seemingly has an inhibiting effect on resveratrols reduction of UCP2 mRNA levels at 20 mM 
glucose, which supports the theory that UCP2 expression is partially modulated through the mTOR 
pathway. This is also supported by the fact that rapamycin counteracts resveratrols cell size 
augmenting effect.  
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Forord  
Denne specialerapport er skrevet i medicinal og molekylærbiologi på Roskilde Universitet. 
Laboratorie arbejdet er udført på Institut for Natur, Systemer og Modeller på Roskilde Universitet. 
Jeg vil gerne takke Ole Vang og Louise T. Dalgaard for støtte og vejledning gennem projektet og 
kritisk læsning af specialerapporten. Jeg vil også takke Annika Bagge, Kirsten Olesen og Marianne 
Lauridsen for introduktion og hjælp til laboratorie arbejdet. Yderlige vil jeg takke Jón Mortensen 
for korrekturlæsning af specialerapporten.     
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Indledning  
Projektet bygger på iagttagelsen af at ved samtidig behandling af insulin secernerende beta-celler 
med øget glukose niveau (20mM) og resveratrol (10 µM og 30 µM) forhindres glukose-induceret 
opregulering af uncoupling protein 2 (UCP2) mRNA. Induktion af UCP2 forårsager glukose-
induceret beta-celle dysfunktion med nedsat glukose-stimuleret insulin sekretion. Glukose-
induceret opregulering af UCP2 kan således være et trin i udvikling af type 2 diabetes (Brown et 
al., 2002; Chan, 2002; Chan et al., 2001; Chan et al., 1999). Formålet med projektet er at 
undersøge hvilke mulige cellulære signaleringsveje resveratrol aktiverer eller signalerer igennem 
for at hæmme UCP2-induktionen ved øgede glukoseniveauer. To af de signaleringsveje som er sat i 
forbindelse med UCP2 er silent mating type information regulation 2 homolog (SIRT1) og 
mammalian target of rapamycin (mTOR) (Bordone et al., 2006; Pecqueur et al., 2009). Disse er 
begge involveret i centrale processer som cellevækst, proteinsyntese og metabolisme. Rapamycin 
er en kendt hæmmer af dele af mTOR signalvejen (Paghdal and Schwartz, 2007) og kan inducere 
en bred cellulær respons, f.eks. påvirkning af cellevækst og proliferation.    
I dette projekt blokeres SIRT1 og mTOR signalvejene med hhv. genetisk knockdown og rapamycin, 
og effekten af dette vurderes på UCP2 mRNA niveauet. Resveratrols effekt på mTOR signalvejen 
undersøges yderligere i forhold til cellediameter (cellestørrelse) og proliferation (celleantal).   
 
Insulin sekretion  
Insulin er et peptidhormon der dannes af beta-cellerne i de Langeranske øer i pancreas. Insulin har 
en central rolle i glukosehomeostasen ved at stimulere muskel-, fedt- og leverceller til at optage 
glukose fra blodbanen. Dette gøres blandt andet ved at insulin stimulerer en translokation af 
intracellulære vesikler indeholdende type 4 glukose transporter (GLUT-4). Disse intracellulære 
vesikler fusionerer med plasmamembranen, således at GLUT-4 bliver i stand til at transportere 
glukose.  
Insulin sekretion fra beta-celler sker som respons på høj glukose koncentration i blodbanen, og 
bevirker at glukose niveauet holdes relativt konstant. Dette er muligt ved at beta-cellerne har en 
type 2 glukose transporter (GLUT-2), som er konstant udtrykt og insulin uafhængig. Gennem GLUT-
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2 transporteres glukose direkte ind i beta-cellerne, og herved vil glukose koncentrationen i 
cellerne være lig den i blodet (Maechler et al., 2006).  
I beta-cellerne fosforyleres glukose af glukokinase til glukose-6-fosfat som indgår i glykolysen og 
den oxitative fosforylering, hvilket resulterer i ATP dannelse. Insulin udskillelsen er direkte 
proportional med ATP:ADP ratioen. Signaleringskaskaden som resulterer i insulinsekretion 
begynder med en øget koncentration af glukose i blodbanen, og derved øget koncentration i beta-
cellerne. Dette resulterer i at ATP:ADP ratioen øges (Iynedjian, 2009), hvilket hæmmer K+ 
membrankanaler og bevirker at der sker en depolarisering af membranen. Spændingsfølsomme 
Ca2+ membrankanaler åbnes herved, og der sker en exocytose af insulin (se Figur 1) (Thorens, 
2006; Wiederkehr and Wollheim, 2006).   
 
 
 
 
Figur 1. Glukose kommer uhindret ind i beta-cellen gennem GLUT-2, fosfolyeres derefter af glukokinase til glukoses-6-fosfat, som 
indgår i glykolysen/citronsyrecyklus, og derved øges ATP til ADP rationen. Den forøgede ATP til ADP ratio resulterer i hæmning 
af kalium ionkanalerne i membranen, hvilket inducerer en membran depolarisering, som bevirker at spændingsfølsomme 
kalcium ionkanaler åbnes og inducerer exocytose af insulin (Thorens, 2006). 
10 
 
Uncoupling Protein 2 
Der er indtil videre identificeret over 30 mitokondrie transportproteiner, hvis funktion er at 
udveksle stoffer mellem cytoplasmaet og mitokondriematrix. UCP er en familie af denne slags 
mitokondrie transportproteiner og de benævnes UCP1-5. UCP proteinerne er lokaliseret i 
mitokondriernes indre membran. UCP proteinernes funktion er at transportere H+ til 
mitokondriematrixen uden om ATP syntesen, dvs. uden at der produceres ATP. Denne afkobling af 
ATP syntesen medfører at den transmembrane protongradient og mitokondriemembran 
potentialet bliver formindsket. Disse gradient- og potentiale reduktioner medfører nedsat 
produktion af ATP (se Figur 2) (Liu et al., 2013). 
UCP2 forekommer i højt antal i flere organer i kroppen, blandt andet i pancreas, hvor UCP2 har 
indvirkning på insulin sekretionen ved at bevirke at der bliver dannet mindre ATP, og derved sker 
mindre insulin udskillelse (Bordone et al., 2006; Liu et al., 2013; Pecqueur et al., 2009; Zhang et al., 
2001). Tidligere undersøgelser med humane beta-celler (24 og 48 timer) og INS-1 (72 timer) har 
vist, at UCP2 mRNA opreguleres op til tre gange af høj glukose koncentration (22mM-25mM) 
(Brown et al., 2002; Dalgaard, 2012). UCP2 er en vigtig komponent i udvikling af diabetes mellitus 
2, både på grund af at det generelt modvirker insulin udskillelse, og at den opreguleres af høj 
glukose.   
UCP2’s betydning for insulin udskillelse understøttes af tidligere undersøgelser. Et forsøg hvor 
UCP2 overudtrykkes i dyre modeller medførte en nedgang i glukosestimuleret insulin sekretion 
(Chan et al., 2001; Chan et al., 1999), mens underexpression undersøgelser viste en forbedret 
glukosestimuleret insulin sekretion (Joseph et al., 2002; Zhang et al., 2001).  
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Figur 2. H+ bliver pumpet imod dets ladnings- og koncentrationsgradient over den indre mitokondriemembran gennem 
kompleks I, II og III. H+ diffunderer fra det inter-membrane rum og ind i matrix gennem F0-F1 og derved genereres ATP fra ADP. 
UCP skaber en afkobling af ovennævnte proces, således at H+ kommer ind i matrix uden at der genereres ATP (Liu et al., 2013).  
 
mTOR signalvejen  
mTOR er en serin/threoninkinase tilhørende phosphoinositide 3-kinase (PI3K) familien. mTOR 
proteinet har en størrelse på 289 kDa og er evolutionsmæssigt godt bevaret i mange organismer. 
mTOR signalvejen er involveret i flere forskellige processer i organismen, såsom cellevækst, 
proteinsyntese, metabolisme, ribosombiogenese, transskription, autophagy og aktinorganisation. 
Disse processer giver mTOR signalvejen en central position i forhold til generel vækst og 
metabolisme. mTOR er også involveret i mange sygdomsprocesser, herunder brystkræft (Widlund 
et al., 2013; Yang and Guan, 2007).  
mTOR består af mindst to protein komplekser, henholdsvis mTOR kompleks 1 (mTORC1) og mTOR 
kompleks 2 (mTORC2) (Laplante and Sabatini, 2009).   
mTORC1 består af indtil 5 komponenter, muligvis flere; mTOR1, raptor, deptor, mLST8 og PRAS40. 
mTOR1 er den katalytiske subunit, mens raptor er et regulerende associeret protein. Deptor er et 
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mTOR interagerende og hæmmende protein som opløses ved mTOR aktivering. Der er stadig 
relativt stor usikkerhed om hvad den helt præcise funktion af mTORC1 proteinerne er (Laplante 
and Sabatini, 2009). mTORC1 aktiveres gennem stimuli fra plasmamembranreceptorer ved kontakt 
med vækstfaktorer, som resulterer i en kaskade reaktion, der blandt andet involverer insulin 
receptor substrat 1 (IRS1) som en central komponent. mTORC1 kan også aktiveres direkte af 
næringsstoffer, såsom glukose og aminosyrer i cytosolen. To af de bedst karakteriserede 
downstream targets af mTORC1 er proteinet 4E-PB1 og ribosomal protein S6 kinase 1 (S6K1). 
Begge komponenter er involveret i protein syntese og cellevækst, samt proliferation. Aktivering af 
mTORC1 bevirker at 4E-FB1 og S6K1 fosforyleres. Ved fosforylering af 4E-FB1 kan det ikke binde til 
eIF-E4, som derved er frit til at stimulere proteinsyntesen. S6K1 er som nævnt en aktiv fremmer af 
cellevækst og protein syntesen, men S6K1 har også en hæmmende effekt på IRS1, således at der 
etableres en negativ feedback mekanisme, ved at mTORC1 aktiviteten hæmmes (Laplante and 
Sabatini, 2009).           
mTORC2 består af seks proteiner: rapamycin-insensitive companion of mammalian target of 
rapamycin (RICTOR), PROTOR-1 og mSIN1 stress aktiveret protein kinase interagerende protein, og 
mTOR, deptor og mLST8 som også indgår i mTORC1 (Laplante and Sabatini, 2009).  
Nedenfor ses en simplificeret figur af reguleringsmekanismerne bag mTOR komplekset (Figur 3).  
 
13 
 
 
Figur 3. Simplificeret kaskadereaktion af mTOR signalvejen. Den begynder med input fra insulin/IGF, hypoksisk stress og/eller 
næringsstoffer, der resulterer i regulering af proteinsyntese, metabolisme, ribosom biogenese, transkription, autophagy og aktin 
organisitation (Wullschleger et al., 2006). 
 
Sirtuiner 
Sirtuiner er NAD+ afhængige deacetylaser eller mono ADP-ribosyltransferaser, der har vidt 
forskellige enzymaktivitet og forskellige mål substrater. Sirtuinerne findes i alle typer væv, men de 
har en forskellig cellulær lokalisation alt efter vævstype. Der er 7 pattedyrs sirtuiner (SIRT1-7), og 
disse er homologe til Silent Information Regulator 2 (SIR2) i gær, som var den første beskrevne 
sirtuin (Frye, 1999). 
SIRT1 er den mest karakteriserede og undersøgte af sirtuinerne. Den findes i de fleste væv, og er 
cellulært lokaliseret i nucleus, hvor den har en direkte deacetylerende effekt. SIRT1 har en større 
variation af substrater, hvilket resulterer i at dets regulerende funktioner er relativt diverse, og 
inkluderer blandt andet kontrol af gen ekspression, metabolisme og aldring. SIRT1 fremmer også 
kromatin stabilitet gennem deacetylase aktivitet på histoner og andre proteiner (Michan and 
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Sinclair, 2007; Rahman and Islam, 2011). SIRT1 er rapporteret som en negativ regulator af mTOR 
signalvejen (Ghosh et al., 2010).  
SIRT1 er konstateret som en hæmmer af UCP2 (Bordone et al., 2006). SIRT1 udøver sin 
hæmmende effekt ved at binde direkte til UCP2’s promotor region, hvorefter UCP2 mRNA og 
proteinsyntese nedreguleres. Dette medfører øget ATP:ADP ratio og bedre insulin udskillelse 
(Bordone et al., 2006; Moynihan et al., 2005).  
Figuren neden for (Figur 4) giver et mere komplet billede af de diverse cellulære funktioner der 
aktiveres eller hæmmes af SIRT1.  
 
Figur 4. Oversigt der illustrerer SIRT1’s diverse effekter på og involvering i cancer, celleældning og metaboliske sygdomme 
(Rahman and Islam, 2011). 
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Resveratrol 
Resveratrol (3,5,4´-trihydroxystilbene) er et polyfenol der findes i mange frugter og rødder, blandt 
andet i skindet på vindruer (se Figur 5). Resveratrol blev første gang isoleret i 1940, uden at det 
medførte den store interesse i det videnskabelige samfund (Timmers et al., 2012). Det var først 
senere, i 1997, hvor resveratrol blev postuleret som havende en beskyttede effekt mod kræft, at 
interessen begyndte at vokse. I 2003 blev resveratrol postuleret som en SIRT1 aktivator, der var i 
stand til at efterligne den livsforlængende effekt som kalorierestriktion kan have (Borra et al., 
2005; Howitz et al., 2003; Timmers et al., 2012).   
Resveratrol er sat i forbindelse med insulinsekretion, både ved at direkte stimulere insulin 
sekretion, og ved at mindske UCP2 protein niveauerne, og i flere tilfælde mRNA niveauet (Vetterli 
et al., 2011). Dette kan have indirekte indflydelse på insulin sekretion, og derved også i udviklingen 
af diabetes mellitus 2 (Della-Morte et al., 2009; Vetterli et al., 2011).  
Resveratrol er også identificeret som en hæmmer af mTOR signalvejen, specielt i forhold til 
cellevækst og proliferation (Liu et al., 2010; Peterson et al., 2009). Resveratrol fremmer interaktion 
mellem det hæmmende protein deptor og mTOR. Denne interaktion medfører at mTORC1 
forhindres i at fosforlyere sine downstream targets S6K1 og E4-PB1 (Liu et al., 2010).  
Resveratrol er konstateret som en SIRT1 aktivator (Borra et al., 2005; Howitz et al., 2003; Vetterli 
et al., 2011), og SIRT1 identificeret som en UCP2 hæmmer (Bordone et al., 2006).  
Flere undersøgelser har vist, at resveratrol hæmmer transgression gennem cellecyklus i flere 
celletyper, ofte ved at nedregulere cykliner eller cyklin dependent kinaser (cdk) (proteiner og 
kinaser som er involverede i cellecyklus regulering), hvilket ofte resulter i større og færre celler 
(Ragione et al., 1998; Ulrich et al., 2005; Wolter et al., 2001).  
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Figur 5. Kemisk strukturformel af resveratrol (McCormack and McFadden, 2013).  
 
Rapamycin  
Rapamycin, også kendt som sirolimus, blev opdaget i en jordprøve fra Påskeøen i 1965. (Paghdal 
and Schwartz, 2007) Rapamycin dannes af bakterien Streptomyces hygroscopicus, og blev først 
forsøgt benyttet som anti-svampe og bakterie middel, men dette hørte op da man blev bevist om 
at rapamycin havde en immunsuppressiv aktivitet. Senere konstaterer man, at rapamycin også er 
en hæmmer af mTOR komplekset (Paghdal and Schwartz, 2007).  
Rapamycin udøver sin hæmmende effekt på mTOR ved at binde til et protein foldende chaperone 
protein (FKBP12). Dette kompleks interagerer ved det FKBP12-rapamycin bindende domæne (FRB) 
hos mTORC1, som derved hæmmes. FKBP12 bundet til rapamycin kan ikke interagere med 
mTORC2, og har derved ingen hæmmende effekt på dette kompleks. Ud fra dette er mTORC1 
generelt defineret som rapamycin følsomt og mTORC2 som ikke-følsomt. Men denne definition er 
muligvis ikke helt præcis, idet kronisk høje koncentrationer har vist hæmmende effekter på 
mTORC2 (Laplante and Sabatini, 2009; Sarbassov et al., 2006). 
Rapamycins hæmmende effekt på mTOR bevirker bl.a. at der sker en hæmning af cellecyklus ved 
overgang fra G1 til S fase, som så videre medfører en hindring af T-Lymfocyt proliferation (Paghdal 
and Schwartz, 2007). Aktivering af T-lymfocytter og antistofudskillelse hæmmes også, ved at CD28 
reguleret IL-2 transskription hæmmes på grund af den manglende aktivaktion af S6K1 (Sehgal, 
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2003). Den brede effekt af rapamycin betyder at stoffet kan benyttes som blandt andet anti-
cancer og immunhæmmende medikament (Li et al., 2014). Man har også fundet at rapamycin 
muligvis har en livsforlængende effekt (Harrison et al., 2009). Studier har vist at rapamycin 
formindsker cellestørrelse og proliferation i mange celle typer, bl.a. HeLa (human cervical 
carcinorma), U2OS (human osteosarcoma) og HEK 293 (human embryonic kidney) (Fingar et al., 
2002).   
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Materiale og Metode 
I dette afsnit bliver de metoder og materiale der benyttes beskrevet.  
Cellelinje og celledyrkning 
Den cellelinje der benyttes i dette projekt er INS-1E. Cellelinjen er isoleret fra insulinoma beta-
celler fra rotte pancreas. Disse celler har bibehold mange af vigtige beta-celle funktioner, såsom 
insulin udskillelse ved høj glukose (Merglen et al., 2004; Skelin et al., 2010).     
INS-1E dyrkes i T75 dyrkningsflasker ved 37 oC, 5 % CO2 og ved atmosfærisk luft + 100 % 
luftfugtighed i en celleinkubator. Dyrkningsflaskerne mærkes med navn på cellelinje, 
passagenummer, samt densitet af celler.  
En gang om ugen (mandag) passeres cellerne og udsås efterfølgende i den ønskede koncentration 
i nye celledyrknings enheder. Ved cellepassagen fjernes det gamle medie indeholdende toksiske 
affaldsstoffer og døde celler. Derefter skylles med PBS og cellerne løsnes enzymatisk med trypsin. 
En passage eller høstning udføres optimalt ved 75 % - 90 % konfluens. Trypsinen får cellerne til at 
løsne sig fra hinanden og fra dyrkningsflasken. Trypsins enzymatiske aktivitet hæmmes af de 
inhibitorer der findes i serum, samt magnesium ioner og kalcium ioner. Det er nødvendigt at 
forbigå denne hæmning, og dette gøres ved at fjerne dyrkningsmediet og vaske cellerne med 
fosfatbuffer opløsning (PBS), der ikke indeholder magnesium og kalcium ioner. Efter trypsin 
tilsættes komplet medie, og inkubations flasken placeres i inkubator ved de før beskrevne 
tilstande.  Medie skiftes 2 gange om ugen (onsdag og fredag). INS-1E anvendes til forsøg i passager 
nummer mellem 84 og 105 for at sikre deres genomisk stabilitet (Freshney, 2010). 
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Komplet medie  
INS-1E celler dyrkes i RPMI 1640 med glutamax, der tilsættes penicillin-streptomycin (0,1 %), 
mercaptoethancol (50 µM), samt føtalt bovint serum (10 %). 
 
 Passage 
1. Medie suges fra flasken med en pasteur pipette, der vaskes med ca. 10 mL PBS (uden Ca+ 
og Mg2+ ). 
2. 1 mL trypsin-EDTA tilsættes T75 flasken og inkuberes ved 37 oC i 3 min, således at cellerne 
løsnes fra flasken. 10 mL PRMI 1640 medie tilsættes flasken, og cellerne frigøres fra 
hinanden ved at dispenseres gentagende gange med en automat pipette. 
3. Cellerne tælles ved at tilsætte en dråbe til et hæmacytometer. Hæmacytometeret er 
inddelt i 18 felter, og det gennemsnitlige antal celler pr. felt svarer til det gennemsnitlige 
antal celler pr. 0,1 µL af prøven. Ved at multiplicere med 104 fås antal celler per mL i 
prøven.  
4. 3 x 106 celler udsås i ny T75 dyrkningsflaske i ca. 15 mL RPMI 1640 medie. 
 
 
Coulter Counter, particle count and size analyser Z2 
Coulter counter, particle count and size analyser Z2 benyttes til at bestemme antal og størrelse af 
cellerne. Princippet bag coulter counteren blev udviklet i 1940ere af Wallace H. Coulter og består i, 
at de partikler eller celler der ønskes analyseret, opløses i en 0,9 % salt opløsning, således at den 
elektriske ledningsevne øges, hvorefter der nedsænkes to elektroder, som tilfører spænding til 
opløsningen. Elektroderne er adskilt af en kapsel med en lille åbning, hvorigennem cellerne tvinges 
at passere på grund af en tilstedeværende vakuum funktion. Celler der passerer gennem åbningen 
forstyrrer den konstante spænding mellem elektroderne. Spændingsændringen der forårsages af 
denne forstyrrelse er proportional med celle størrelse og antal (se Figur 6 nedenfor) (N. RHYNER, 
2011; Sridhar et al., 2008). Det er muligt at indstille et størrelsesinterval, hvor alle celler der ligger 
udenfor dette ikke tælles med. I dette projekt er intervallet 8-20 μm. Coulter counter metoden er 
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forholdsvis nem at benytte, da det kun består i at danne en 0,9 % saltopløsning, som cellerne 
opløses i, og derefter analyses. En af ulemperne ved metoden er, at der ved tilfældighed (eller høj 
koncentration af prøvemateriale) kan suges for mange celler ind, som så registreres som en stor 
celle, eller tilstopper apparaturet.     
 
 
Figur 6. Generel skematisering af coulter counter principet. A: Der tilføres spænding henholdsvis illustreret som – og + til begge 
rum. B: Illustrerer åbningen mellem begge rum hvor partiklerne passerer, og at cellestørrelsen registreres på grund af ændringer 
i spændingen (N. RHYNER, 2011). 
 
Efter hver måling genereres et data billede, der gerne skulle kunne illustreres som en 
normalfordeling (se Figur 7 nedenfor), hvor man kan se specifik cellestørrelse og antal tællinger af 
denne cellestørrelse. Dataanalysen består i at finde det bedst tilpassede toppunkt med 
programmet FitterBJ.   
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Figur 7. Teoretisk illustration af cellestørrelses, hvor x-aksen viser størrelse µm og y-aksen antal fra Coulter counter (Scientific, 
2008).   
 
Genetisk knockdown  
Der er generelt to metoder til genetisk knockdown, en stabil og en transient. Ved tranient 
knockdown sker en midlertidig blokering af f.eks. genudtrykkelse, enten ved direkte binding til 
genet eller ved RNA interference (RNAi) som bevirker at der sker en ødelæggelse af mRNA. En 
stabil knockdown går derimod ind og permanent ændrer genet.  
I dette projekt benyttes en transient knockdown af SIRT1 ved hjælp af en short hairpin RNA 
(shRNA) RNAi retrovirale vektorer. Retrovirussen fusionerer med cellemembranen ved hjælp af 
lipofectamineTM 2000 fra Invitrogen (hjælper fusionen med cellemembranen) og kommer ind i 
cytoplasmaet. Inde i cellen sker en revers transkriptase af retrovirussens RNA til cDNA, som 
derefter trænger ind i cellekernen og blive inkorporeret i cellens DNA. Efter inkorporation af cDNA 
i cellens DNA bliver det transskripteret til shRNA. shRNA bliver genkendt af dicer enzymet og 
klippet. Det kort klippede RNA stykke (siRNA) associerer med RNA-induced silencing protein 
complex (RISC), hvorved det bliver til rullet ud som enkelt strenget. shRNA, som stadig er 
associeret ved RISC, genkender mRNA fra det gen der ønskes blokeret, hvorefter det bliver 
degraderet, mens shRNA-RISC komplekset frigives og kan gentage processen (se Figur 8 nedenfor) 
(Hannon, 2002). 
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Figur 8. RNA interference signalvej. Dobbelt stenget RNA( dsRNA) eller short hairpin RNA(shRNA) bearbejdes af  dicer, således at 
der dannes  small interfering RNA (siRNA). siRNA integrerer med RISC, som derefter medierer specific mRNA hæmning (Rutz and 
Scheffold, 2004).  
 
I dette projekt benyttes en shRNA RNAi retrovirale vektorer som virker på SIRT1. 
pSUPERretrosuper (retroviral vektor) transfekterer PhiNX HEK 293 pakke cellelinjen, som 
inkuberes i 48 timer ved 37 °C, hvorved der produceres store mænger virus. Supernatanten 
indeholdende virus renses for cellerester ved centrifugering i 5 minutter ved 1500 omdrejninger 
per minut (rpm). Virusmediet tilsættes INS-1E cellerne som ønskets transduceret. De 
transducerede celler selekteres ved af hjælp af 1 mg/mL puromycin. Overlevende celler 
amplificeres og kan anvendes til eksperimentet, hvor der dannes en SIRT1 knockdown og negativ 
kontrol (Bordone et al., 2006; OligoEngine, 2004). 
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RNA ekstraktion 
RNA oprenses fra celleprøver ved hjælp af TRI REAGENT fra Sigma. TRI REAGENT kan benyttes til at 
oprense RNA, DNA og protein fra celleprøver. Det er hurtigt og forholdsvis let at benytte, der kan 
oprenses flere prøver samtidigt, og der kan benyttes større eller mindre mængder celler alt efter 
behov.  
Det er tilstrækkeligt at benytte 1 mL TRI REAGENS til at isolere RNA, DNA og protein fra 50-10 mg 
væv, 5-10 x 106 celler eller 10 cm2 adhærerende celler dyrket i monolag. TRI REAGENS adskiller 
DNA, RNA og protein i 3 faser (ved reaktion med chloroform): en rød organisk fase indeholdende 
protein, en interfase indeholdende DNA og en klar øvre vandig fase indeholdende RNA. 
Oprensningen skal udføres i stinkskab og der arbejdes RNase-frit med handsker (Chomczynski, 
1993; SIGMA, 1999). 
Protokollen der benyttes bygger på anbefalingerne fra Sigma og på erfaringer fra arbejde med TRI 
REAGENT. 
 
1. Medie suges fra cellerne 
2. Lyser cellerne direkte i petriskålen ved at tilsætte 1 mL TRI REAGENT pr. 10 cm2 petriskål 
overflade og pipetter gentagne gange for at danne et homogent lysat. Lysatet overføres til 
et 2,0 mL Eppendorf rør. 
3. Prøven henstår fem minutter ved stuetemperatur for at sikre at nukleoprotein 
komplekserne bliver fuldstændig dissocieret.  
4. 0,2 mL chloroform tilsættes pr. anvendt TRI REAGENT. Prøverne rystes kraftigt i 15 
sekunder. Prøverne henstår derefter i 2-15 minutter ved stuetemperatur.  
5. Prøverne centrifugeres ved 12000 rpm i 20 minutter ved 4 oC. 
6. Den vandige fase overføres til et nyt rør og der tilføjes 0,5 mL isopropanol pr. mL anvendt 
TRI REAGENT. Røret rystes kraftigt i 15 sekunder, og prøver henstår ved 5-10 minutter 
stuetemperatur.   
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7. Prøverne centrifugeres ved 12000 rpm i 20 minutter ved 4o C. RNA precipitatet danner 
pellet på siden og i bunden af Eppendorf røret.  
8. Surpernatanten fjernes og pellet vaskes med minimum 1 mL 75 % ethanol pr. mL anvendt 
TRI REAGENT. Prøverne vortexmixes og centrifugeres ved 12000 rpm i 20 minutter ved 4 
oC.  
9. RNA pellet lufttørres i 5-10 minutter. Pellet må ikke tørre helt ud, da dette nedsætter dets 
opløselighed kraftigt.  
10. RNA pellet opløses i 50 uL vand og mikses gentagende gange for at lette opløsningen. 
 
Nanodrop  
Thermo Scientific Nanodrop TM1000 instrumentet benyttes til at koncentrationbestemme RNA 
prøverne. NanodropTM1000 er et spektrofotometer der ikke benytter kuvetter, men istedet 
benytter overfladespænding til at holde prøven på plads og måle direkte på 1-2 μL prøve. 
Nanodrop kan måle DNA, RNA og protein. Dets målespektrum er mellem 220-750 nm og måler 
koncentration fra 2 ng/uL og op til 3000 ng/uL (Scientific, 2008).  
  
Agarose gel elektroforese 
Agarose gel elektroforese er en teknik til at adskille DNA eller RNA efter størrelse. Ved en 
nukleinsyre elektroforese tilsættes spænding til gelen, derved vil de negativt ladede nukleinsyrer 
vandre mod det positive ende af gelen. Mindre stykker vandrer hurtigere end de større stykker. 
Ved at tilsætte ethidium bromid, som binder til nukleinsyren, kan stykkerne visualiseres ved 
belysning med ultraviolet lys (Brody and Kern, 2004).    
Ekstraktion af intakt prøvemateriale er essentielt for mange processer vedrørende analyse af gen 
udtrykkelse, herunder at kunne udføre cDNA syntese og efter følgende kvantitativ RT-qPCR.  Gel 
elektroforese udføres ved at undersøge ribosomerne 18S og 28S, som i intakt RNA vil kunne 
visualiseres som to kraftige bånd. Ved nedbrudt RNA vil der observeres et mere generaliseret 
billede. Ved visuel identificering af to kraftige bånd vurderes integriteten som god.  
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Støbning af agarose gel:  
1. 1g agarose + 100 mL TBE buffer (1 x TBE)  
2. 3 minutter i mikrovn ved fuld effekt (800W)  
3.  10 uL EtBr tilføjes, blandes godt  
4. Tilsættes gel støbeform, afkøler i ca. 40 minutter  
 
cDNA syntese med revers transskriptase   
Revers transkriptase er et enzym der transskriberer enkelt strenget RNA til enkelt strenget DNA. 
Dette benyttes i laboratorieforsøg til at transskriptere ekstraheret RNA til cDNA, som 
efterfølgende kan kvantificeres ved RT-qPCR. Til dette projekt benyttes SuperscriptR III reverse 
transkriptase (SSIIIRT).  
 
1. RNA fortyndes således at der er ca. 500 ng/µL 
2. Fortyndet RNA, 0,5 µL hexamers (50 ng/µL) og dNTP (10 mM) tilsættes  
3. Inkuberes i 5 minutter ved 65 oC, og derefter minimum 1 minut på is  
4a.  2 µL 5xRT buffer, 0,1 M DTT (0,5 µL), 0,5 µL RNase OUT (40 U/µL) og SSIIIRT (200 U/µL) 
tilsættes 
4b. No-RT kontrol (prøve uden SSIIIRT) samles for sig selv  
5. Prøverne inkuberes 5 minutter ved stuetemperatur  
6. Inkuberes i 45 minutter ved 50 oC, derefter 15 minutter ved 70 oC 
7. 0,5 uL RNase H (2 U/µL) tilsættes  
8. Inkuberes i 20 minutter ved 37 oC 
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Real time quantitative polymerase chain reaction 
I real time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) benyttes Mx3000TM Real-Time PCR 
systemet fra Stratagene. RT-qPCR, en cyklisk gen-amplifikationsteknik af dobbeltstrenget DNA, 
kvantificeres ved at amplifikations produktet bliver tilknyttet et fluorescensreportermolekyle, hvis 
intensitet er proportional med mængden af dobbelt strenget DNA. Der benyttes specifikke 
primere, hvilket resulterer i at kun de ønskede transkripter amplificeres. Kvantificeringen af de 
amplificerede gener i dette projekt foretages med reporter molekylet SYBR Green I, som binder til 
dobbeltstrenget DNA (Ponchel et al., 2003; Stratagene, 2010). 
SYBR Green I findes frit i opløsningen og en relativt lav fluorescens, men hvis SYBR Green I 
derimod binder til dobbeltstrenget DNA, øges fluorescensens mere end et tusind gange. Denne 
egenskab resulterer i at det er muligt at følge mængden af det opformerede dobbeltstrengede 
DNA, eftersom mængden af DNA er direkte proportional med den udsendte fluorescens fra SYBR 
Green I (Se Figur 9 nedenfor) (Ponchel et al., 2003; Stratagene, 2010). 
 
  
Figur 9. SYBER green I, ubundet og bundet til DNA. Grønt illustrer SYBER green I og blåt illustrerer DNA (Stratagene, 2010). 
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Det opformerede produkt kvantificeres efter hver cyklus ved at måle intensiteten af den udsendte 
fluorescens. Kvantificeringen foregår i den eksponentielle amplifikations fase, da det er her man 
kan korrelere det fluorescerende signal med mængden af DNA ved reaktionens start. Ved at 
kvantificere i den eksponentielle fase sikres der også at amplifikationen forløber optimalt, og at 
faktorer så som begrænset reagens mængde og ophobning af affaldsstoffer ikke kan få indflydelse 
på resultatet. Fluorescense Detection Baseline er det punkt hvorfra fluorescensen kan detekteres. 
Baseline skal sættes så lavt som muligt i det eksponentielle måleområde. Den første cyklus 
apparaturet kan skelne fra Fluorescense Detection Baseline kaldes threshold cyklus, eller Ct. Ct kan 
direkte overføres til start koncentrationen af ens prøve, jo tidligere Ct kommer op desto højere 
koncentration har prøven (se Figur 10 nedenfor) (Bustin, 2000; Stratagene, 2010).      
 
 
Figur 10. Teoretisk illustration der viser tre prøver med tilhørende Ct. Ct er det punkt hvor målt fluroescens overstiger 
fluorescens detection baseline (Stratagene, 2010).      
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Den mest præcise og direkte måde at kvantificere et PCR produkt på er at benytte en 
standardkurve. Standardkurven dannes ved at fortynde en prøve et antal gange hvor 
koncentrationen er logaritmisk på x-aksen og Ct er på y-aksen (se Figur 11). Kvantificeringen af alle 
andre prøver i samme opsætning som standardkurven dannes ud fra standardkurven, ved at 
sammenligne den ukendtes prøve Ct med standardkurven. En ny standardkurve dannes for hver 
opsætning og analyseres på samme plade, for at mordvirke eventuel variation mellem analyserne. 
For at kunne acceptere kvaliteten af standardkurven skal den være lineær, samt have en Pearson 
Korrelationskoefficient der skal være så tæt på 1 som muligt, og som minimum over 0,985. Dette 
stiller høje krav til laboratorie rutinerne, og særdeles afpipetteringens nøjagtighed, for at opnå 
den bedst mulige standardkurve. 
For at tage højde for den generelle variation mellem RT-qPCR kørslerne analyseres også et 
reference gen i samme kørsel som interesse genet. Reference genet forventes at være konstant 
under de forskellige betingelser prøverne udsættes for, således at opstået variation i disse prøver 
kun kan være sket på grund af præ analytisk. Resultatet fra reference genet sættes i forhold til 
interesse gene for at tage højde for præ analytisk variation, således at opsætningen betingelserne 
kommer til udtryk.   
For at sikre at der benyttes rent template uden forurening analyseres to forskellige kontroller, 
ingen template kontrol (NTC) og ingen reverse transcriptase (No-RT), med kørsel. Hvis disse er 
positive med samme smeltepunkt som, kan resultatet af ikke benyttes, da man ikke kan være 
sikker på at der ikke er sket en forurening. 
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Figur 11. Teoretisk illustration med 4 punkts standard kurve. Ct (cRn) er på y-aksen og på x-aksen initial quality (copies). Ct vises 
her at være 16 og ud fra standard kurven kan koncentrationen bestemmes til 1.0x106 (Stratagene, 2010). 
      
Benyttelse af SYBR Green I resulterer ikke i en specifik fluorescens intensitet, dette på grund af at 
SYBR Green I binder til alt dobbeltstrenget DNA, og derfor er reaktionens specificitet afhængig af 
primernes specificitet.  
Efter RT-qPCR amplifikations cykluserne (typisk 20-40) smeltes det opformerede DNA, hvorved det 
vil gå fra hinanden, og fluorescens intensiteten vil falde. Den temperatur som PCR producerne 
smelter med er til dels betinget af deres længde og G-C indhold, og derfor kan man undersøge 
homogeniteten af det produkt man har opformeret ved hjælp af en smeltekurve (se Figur 12 
nedenfor). Hvis PCR produktet kun har en smeltetemperatur er kun det ønskede produkt 
opformeret, og man kan konkludere at reaktionen har en høj specificitet (Stratagene, 2010).  
En svaghed ved PCR reaktion er at den kan være uspecifik, hvilket betyder at den ikke kun 
amplificerer det ønskede DNA, men alt DNA, inklusiv DNA fra forurening. Dette kræver omhyggelig 
og præcist laboratoriearbejde. En anden hyppig fejlkilde ved metoden er primer-dimer, hvilket 
betyder at to primere binder sammen og danner hairpin strukturer. Primer dimere har oftest en 
anden smeltetemperatur end de produkter man ønsker at opformere (ligger under 75 °C). Primer 
dimere kan have effekt på fluorescensen ved at de forbruger reagens, således at fluorescens 
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niveauet på det ønskede produkt bliver lavere, men hvis de klart kan adskilles fra de ønskede 
opformeringer, kan resultatet accepteres.           
        
 
Figur 12. Teoretisk illustration af smeltekurve. Y-aksen er fluoresens (r’(T)) og x-aksen er temperatur (°C). Det ses at alle 
prøverne har et ens smeltetemperatur på ca. 87 °C, dette viser at det er det ønskede produkt der er opformeret (Stratagene, 
2010). 
 
Statistiskbehandling  
Den statistiske behandling består af uparret two way student's t test og F-test. F-test udføres for at 
sikre at der er varians homogenitet, hvilket er et krav for at udføre den valgte t-test (Graphpad 
Prism 4 udfører automatisk F-test, under udførelse af t-test). Standard error of the mean (SEM) 
illustreres som error bars. Alle statistiske beregninger er udført med Graphpad Prism 4.  
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Forsøgsopsætning 
 
Resveratrols og glukoses effekt på UCP2 mRNA niveauet 
Formålet med dette studie er at undersøge om UCP2 mRNA induceres af høj glukose og reduceres 
af resveratrol. Dette gøres ved at bestemme mRNA niveauerne med RT-qPCR. Se principiel 
opsætning i Tabel 1 nedenfor.  
 
Nr. 1-2 Lav Glukose konc.  
Nr. 3-4  Lav Glukose konc., Lav Resveratrol konc. 
Nr. 5-6  Lav Glukose konc., Høj Resveratrol konc. 
Nr. 7-8 Høj Glukose konc.,  
Nr. 9-10 Høj Glukose konc., Lav Resveratrol konc. 
Nr. 11-12 Høj Glukose konc., Høj Resveratrol konc. 
Tabel 1. Principiel opsætning til undersøgelse af resveratrols og glukoses effekt på UCP2 mRNA expression. INS-1E cellerne 
udsået dag 1. Dag 2 fjernes medie, der vaskes en gang med PBS buffer, og medie med glukose og resveratrol tilsættes, to prøver 
per kondition. Dag 4 høstes cellerne og RNA ekstraheres. RT-qPCR køres i duplikater. Lav glukose =5 mM, høj glukose =20 mM. 
Lav resveratrol =10 µM, høj resveratrol =30 µM. 
 
Cellestørrelse og proliferation med rapamycin og resveratrol 
For at undersøge effekten af resveratrol og rapamycin på cellestørrelse og celleantal i INS-1E 
celler, opsættes forholdsvis enkle forsøg. INS-1E celler dyrkes med fire gange bestemmelser i høj 
eller lav glukose koncentration med resveratrol og/eller rapamycin i 48 timer (se Tabel 2). 
Efterfølgende udføres cellestørrelse og celleantal undersøgelse, til dels ved at tage fasekontrast 
billeder for at bestemme cellestørrelsen ved hjælp af ImageJ programmet, og til dels med Coulter 
counter.  
Rapamycin er som før beskrevet en velkendt hæmmer af mTORC1 (Edinger et al., 2003), og 
undersøgelser har vist at det også hæmmer cellestørrelse i flere slags celler (Fingar et al., 2002; 
Thoreen et al., 2009). Resveratrol er for nylig sat i forbindelse med mTOR signalvejen (Liu et al., 
2010), og undersøgelser har desuden vist at resveratrol har en celleforstørrende effekt på flere 
forskellige celletyper (Hope et al., 2008; Peterson et al., 2009).  
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Det forventes derfor at dette også vil kunne observeres i dette forsøg, og det forventes at 
resveratrol med rapamycin vil medføre mindre cellestørrelse sammenlignet med celler kun udsat 
for resveratrol.    
Rapamycin hæmmer som før nævnt mTOR, ved at binde direkte til mTORC1 (Laplante and 
Sabatini, 2009), og hvis rapamycin påvirker den effekt resveratrol har på cellestørrelsen, kan det 
betyde at den effekt der tilskrives resveratrol, helt eller delvist moduleres gennem mTOR 
signalvejen. Hvis rapamycin har en effekt på resveratrols celleforstørrende effekt, undersøges det 
om rapamycin har en tilsvarende effekt på resveratrols nedregulering af UCP2 mRNA.  
  
Nr. 1-4  Lav Glukose, DMSO 
Nr. 5-8 Lav Glukose, Resveratrol 
Nr. 8-12  Lav Glukose, Rapamycin  
Nr. 13-16 Lav Glukose, Resveratrol + Rapamycin  
Nr. 17-20 Høj Glukose, DMSO 
Nr. 21-24  Høj Glukose, Resveratrol 
Nr. 25-28 Høj Glukose, Rapamycin  
Nr. 28-32  Høj Glukose, Resveratrol + Rapamycin 
Tabel 2. Principiel opsætning for cellestørrelses og proliferation undersøgelse. INS-1E cellerne udsået dag 1. Dag 2 fjernes medie, 
der vaskes en gang med PBS buffer, og medie med glukose og resveratrol tilsættes, fire prøver per kondition. Dag 4 høstes 
cellerne. Der tages fasekontrast billede af cellerne for at bestemme størrelse, og cellerne tælles i coulter counteren. Dimethyl 
sulphoxide (DMSO) benyttes som kontrol, eftersom rapamycin er opløst i DMSO. Lav glukose =5 mM, høj glukose =20 mM. 
Resveratrol =30 µM, rapamycin =1,1 nM.  
 
Resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved blokering af mTOR 
INS-1E celler dyrkes ved høj eller lav glukose koncentration, med eller uden resveratrol og/eller 
rapamycin i 48 timer. Efterfølgende udføres RT-qPCR analyse af det dannede cDNA, for at 
undersøge om rapamycin har effekt på expression af UCP2 mRNA, og dermed om mTOR 
signalvejen er involveret i UCP2 mRNA expression. Ses principiel opsætning nedenfor i Tabel 3. 
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Nr. 1-2 Lav Glukose, DMSO 
Nr. 3-4 Lav Glukose, Resveratrol 
Nr. 5-6 Lav Glukose, Rapamycin  
Nr. 7-8 Lav Glukose, Resveratrol+Rapamycin  
Nr. 9-10 Høj Glukose, DMSO 
Nr. 11-12 Høj Glukose, Resveratrol 
Nr. 13-14 Høj Glukose, Rapamycin  
Nr. 15-16 Høj Glukose, Resveratrol+Rapamycin 
Tabel 3. Principiel opsætning for resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved mTOR hæmning. INS-1E cellerne udsået dag 
1. Dag 2 fjernes medie, der vaskes en gang med PBS buffer, og medie med glukose og resveratrol tilsættes, to prøver per 
kondition. Dag 4 høstes cellerne og RNA ekstraheres. RT-qPCR køres i duplikater. Lav glukose =5 mM, høj glukose =20 mM. 
DMSO som kontrol, Resveratrol =30 µM, rapamycin =1,1 nM. 
 
Resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved knockdown af SIRT1 
Undersøgelse af om resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression moduleres gennem SIRT1 
signalvejen. Der dannes en retroviral SIRT1 knockdown cellelinje, og en tilsvarende kontrol 
cellelinje. Disse dyrkes i høj og lav koncentration af glukose, samt i høj resveratrol koncentration, 
både i knockdown og kontrol cellelinjen, i 48 timer. Principiel forsøgs opsætning ses i Tabel 4.  
 
Nr. 1-2 KD Lav glukose 
Nr. 3-4 KD Lav glukose, Høj resveratrol 
Nr. 5-6 KD Høj glukose 
Nr. 7-8 KD Høj glukose, Høj resveratrol 
      
Nr. 9-10 Ktrl Lav glukose 
Nr. 11-12 Ktrl Lav glukose, Høj resveratrol 
Nr. 13-14 Ktrl Høj glukose 
Nr. 15-16 Ktrl Høj glukose, Høj resveratrol 
Tabel 4. Principiel opsætning for resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved SIRT1 knockdown. INS-1E cellerne udsået dag 
1. Dag 2 fjernes medie, der vaskes en gang med PBS buffer, og medie med glukose og resveratrol tilsættes, to prøver per 
kondition. Dag 4 høstes cellerne og RNA ekstraheres. RT-qPCR køres i duplikater. Lav glukose =5 mM, høj glukose =20 mM. 
DMSO som kontrol, Resveratrol =30 µM, rapamycin =1,1 nM. KD er SIRT1 knockdown cellelinje og Ktrl er SIRT1 kontrol cellelinje. 
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Fejlkilder  
Diverse fejl i den eksperimentelle opsætning og udførelse 
1. Der blev byttet om på vand og RNA koncentrationerne i forsøg Resv-RNA2 og 3, hvilket 
medfører at disse udelukkes fra forsøget. Da fejlen blev opdaget var det ikke muligt at 
fremskaffe mere cDNA.  
2. Resv-RNA4 celle opsætningen resulterede i celledød og alle relaterede data til denne 
opsætning er blevet udeladt.  
3. Der blev benyttet forkert RPMI 1640 medie, hvilket resulterede i at de første mTOR-RAPA 
celle-størrelse og -proliferations forsøg har en glukose koncentration på 15 mM og 30 mM, 
og ikke 5 mM og 20 mM som ønsket. Dette skyldes at der allerede var 10 mM glukose i det 
medie blev benyttet. Dette korrigeredes ved at lave dem om i korrekte koncentrationer.  
4. På grund af fejl i den tilgængelige laboratorie protokol blev en forkert rapamycin 
koncentration benyttet i de otte første forsøg med cellestørrelse og proliferation. Dette 
medførte at koncentrationen var 11 gange lavere end ønsket. Den opgivne formula weight 
(FW) for rapamycin i protokollen var 78,13 g/mol, mens den korrekte er 914,17 g/mol.  Den 
lave relle rapamycin koncentration medførte at alle de berørte forsøg er blevet kasseret. 
De blev gentaget med korrekt rapamycin koncentration så snart fejlen blev opdaget.  
5. Der blev også lavet mindre laboratorie fejl som ikke nævnes her, da de resulterede i celle 
død eller at materialetab før analysedelen.  
6.  Støj på smeltekurven. Belyses under afsnittet støj på smeltekurven, som ses på side 47. 
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Resultater 
I dette afsnit bliver de opnåede resultater illustreret og belyst.  
 
Resveratrols og glukoses effekt på UCP2 mRNA niveauet  
Formålet med dette var at undersøgelse om UCP2 mRNA induceres af høj glukose og reduceres af 
resveratrol. Nedenfor vises resultaterne fra Resv-RNA1, Resv-RNA5 og Resv-RNA6 forsøgene, alle 
tre forsøg illustreres pooled i UCP2 mRNA induceret af glukose (Figur 13). 
Cellerne i RNA-Resv1 blev dyrket og RNA ekstraheret af LTD laboratoriet, hvilket så blev benyttet 
til udførelse af cDNA syntese og RT-qPCR. De resterende to forsøg er dyrket og behandlet af 
undertegnede. Resv-RNA1 forsøget er tilsat 50 µM resveratrol, mens Resv-RNA5 og 6 er tilsat 30 
µM. Visuel vurdering af agarose gel elektroforese viste, at integriteten af det ekstraherede RNA 
var god (data ikke vist). 
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Figur 13. UCP2 mRNA induceret af glukose. RT-qPCR resultat for UCP2 mRNA og TFIIB reference gen. Hvid kolonne 5mM glukose, 
striplet kolonne 20mM glukose. Data normaliseret til DMSO kontrol (5mM glukose). Data er middeltal af tre forsøg +/- SEM. 
DMSO 5mM glukose vs DMSO 20mM glukose (55 % forskel) (*p<0,05).  
 
36 
 
Figur 13 viser en induktion af UCP2 mRNA på 55 procent ved 20 mM glukose i 48 timer (p<0,05). 
Der observeres også visuelt at UCP2 mRNA ekspressionen med 20 mM glukose og 30/50 µM 
resveratrol er i mellem 20 mM glucose alene og 5 mM glukose alene. Der er således ikke en 
signifikant effekt af resveratrol, men det konstateres at celler dyrket ved 30/50 µM har en 17 
procent lavere ekspression i forhold til kontrol ved 20 mM glukose.  
I Figur 13 er effekten af 30 og 50 µM resveratrol poolet. Det optimale ville være at samme 
resveratrol koncentration var inkluderet, således at de bedre kunne sammenlignes. 
Sammenligner man effekten af 50 µM og 30 µM resveratrol relativ til 20 mM resveratrol alene, ses 
ingen forskel (data ikke vist). 
Samtlige RT-qPCR kontroller var negative, og amplikation og smeltekurver var ok. Der observeres 
lidt støj på smeltekurven, men den kan adskilles fra prøvernes smeltepunkt (data ikke vist). Visuel 
vurdering af agarose gel elektroforese viste, at integriteten af det ekstraherede RNA var god, da 
der observeres to bånd (data ikke vist).      
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Dosisrespons på cellestørrelse ved rapamycin 
Der laves et dosisrespons forsøg med tilhørende celleantal bestemmelse, henholdsvis Figur 14 og 
Figur 15.  
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Figur 14. Rapamycins effekt på cellestørrelse med og uden 30 µM resveratrol. INS-1E celler behandlet i 48 timer, med DMSO som 
kontrol, dyrket i 20mM glukose. Y-akse er celle diameter i µm og x-akse er koncentrationen af rapamycin. Error bars er SEM. 
DMSO uden resveratrol vs Rapa1.1 nM uden resveratrol (**p<0,01). DMSO med resveratrol vs Rapa 1.1nM med resveratrol 
(*p<0,05).   
 
Ud fra Figur 14 observeres at stigende rapamycin koncentration har en formindskende effekt på 
cellestørrelses, både med og uden resveratrol. Den laveste koncentration der er signifikant 
forskellig fra DMSO kontrollen er 1,1 nM rapamycin (p<0,01 uden resveratrol, p<0,05 med 
resveratrol). Figur 15 viser at ved 1,1 nM rapamycin er celleantallet henholdsvis på 64847 (uden 
resveratrol) og 50503 (med resveratrol), som ikke er signifikant forskelligt fra DMSO kontrollen. Ud 
fra overstående forhold anses 1,1 nM rapamycin for at være den bedst egnede koncentration at 
benytte til videre forsøg med resveratrol.  
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Figur 15. Rapamycins effekt på celle antal med og uden 30 µM resveratrol. DMSO som kontrol, dyrket i 20mM glukose i 48 timer. 
Y-aksen viser celleantal, x-aksen viser rapamycin koncentration. Error bars er SEM. 
 
Cellestørrelse og proliferation med rapamycin og resveratrol 
Her belyses effekten af hæmning af mTOR med rapamycin på cellestørrelsen og celleantallet ved 5 
mM glukose. Figur 16 viser effekten på cellestørrelsen ved 5 mM glukose (tre forsøg), mens Figur 
17 viser effekten på celleantallet fra samme forsøg. Figur 18 viser tre forsøg hvor INS-1E celler 
dyrket i 20 mM glukose, hvor effekten på cellestørrelsen undersøges, mens Figur 19 viser 
celleantallet ved 20 mM glukose fra de samme forsøg. For at sammenligne cellestørrelse og 
celleantal relativt til glukose, afbildes data fra Figur 16 og Figur 18 overfor hindanden i en figur 
(Figur 20), og celleantallet fra Figur 17 og Figur 19 afbildes også i en figur (Figur 21). 
Cellediameteren benævnes cellestørrelse og prolifikation benævnes celleantal i teksten.    
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Figur 16. Cellediameteren øges af resveratrol og reduceres af rapamycin. INS-1E celler dyrkes ved 5 mM glukose, 30 µM resv, 1,1 
nM rapamycin i 48 timer. Y-aksen er cellediameteren i µm og x-aksen er tilsætningsstof. Data er middeltal af tre forsøg +/- SEM. 
DMSO vs Resv 30 µM, 1,6 % forskel (*p<0,05). DMSO vs rapa1,1nM, 5,7 % forskel (**p<0,001). Resv 30µM vs resv 30 µM + rapa 
1,1nM, 4 % forskel (**p<0,001). rapa 1,1nM vs resv 30 µM + rapa 1,1nM, 3,5 % forskel (**p<0,001). DMSO =12,33±0,07. Resv 30 
µM =12,55±0,05. Rapa 1,1 nM =11,61±0,1. Resvo30+rapa1,1nM 11.96±0,06. 
 
Figur 16 viser at resveratrol og rapamycin henholdsvis øger og formindsker cellestørrelse. Det 
fremgår også at rapamycin direkte hæmmer den celleforstørrende effekt resveratrol har når 
cellerne udsættes for både resveratrol og rapamycin. Dette ses ved at 30 µM resveratrol 
behandlede celler er signifikant større (1,6 %) i forhold til ubehandlede celler (DMSO) (p<0,05), 
svarende til en øgning fra 12,33±0,07 til 12,55±0,05 (µm±SEM). Celler tilsat rapamycin alene er 5,7 
procent signifikant mindre end ubehandlede celler (p<0,001) svarende til et fald fra 12,33±0,07 til 
11,61±0,1 (µm±SEM).  
Endvidere kan resveratrol modvirke den celleformindskende effekt der observeres med rapamycin 
alene, ved at rapamycin tilsat 30 µM resveratrol ligger 4 procent lavere i forhold til 30 µM 
resveratrol alene (p<0,001), svarende til et fald fra12,55±0,05 til 11.96±0,06 (µm±SEM). 
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Tilsvarende ses det at ved 30 µM resvertrol sammen med rapamycin er cellestørrelsen signifikant 
højere (3,5 %) i forhold til rapamycin alene (p<0,001), svarende til en øgning fra 11,61±0,1 til 
11.96±0,06 (µm±SEM). Af Figur 17 observeres, at celleantallet gennem forsøget generelt ligger 
stabilt og helt klart indenfor det acceptable celleantal. Celleantallet reduceres 32,2 procent med 
30 µM resveratrol efter 48 timer (p<0,001), og tilsvarende reduceres celleantallet 18,4 procent ved 
tilstedeværelsen af rapamycin (p<0,001). Kombinationen af rapamycin og 30 µM resveratrol giver 
en yderligere reduktion i celleantallet på 13,3 procent i forhold til resveratrol alene (p<0,05). 
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Figur 17. INS-1E celleantallet reduceres med både resveratrol og rapmycin. INS-1E celler dyrkes ved 5 mM glukose, 30 µM resv, 
1,1 nM rapa i 48 timer.  Y-akse er celleantal og x-akse er tilsætningsstoffer. Data er middeltal af tre forsøg +/-. DMSO vs Resv 30 
µM, 30,2 % forskel (**p<0,001). DMSO vs Rapa 1,1 nM, 18,4 % forskel (**p<0,001). Resv 30 µM vs Resv 30 µM + Rapa 1,1 nM, 
13,3 % forskel (*p<0,05). DMSO =108162 ± 3977. Resv 30 µM =73350 ± 3185. Rapa 1,1 nM =88301 ± 2541. Resv 30 µM + Rapa 1,1 
nM =63603 ± 2354.  
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Figur 18. Cellediameteren øges af resveratrol og reduceres af rapamycin. INS-1E celler dyrkes ved 20 mM glukose, 30 µM resv, 
1,1 nM rapa i 48 timer. Y-aksen er cellediameteren i µm og x-aksen er tilsætningsstof. Data er middeltal af tre forsøg +/- SEM. 
DMSO vs Resv30 µM, 1,6 % forskel (**p<0,05). DMSO vs rapa1,1 nM, 6,4 % forskel (***p<0,001). Rapa 1,1 nM vs rapa 1,1 nM + 
resv 30 µM, 4,8 % forskel (**p<0,05). Resv 30 µM vs Resv 30 µM + rapa 1,1 nM, 3,2 forskel (*p<0,01). DMSO =12,61 ± 0,07. Resv 
30 µM =12,84 ± 0,08. Rapa 1,1 nM =11,84 ± 0,09. Resv 30 µM + rapa 1,1 nM =12,36 ± 0,11.  
 
Figur 18 viser at cellestørrelsen forøges af 30 µM resveratrol og formindskes af rapamycin ved 20 
mM glukose, som det blev observeret for 5 mM glukose (Figur 16). Det observeres at 10 µM 
resveratrol ikke har en effekt på cellestørrelsen, og derfor belyses det ikke videre i projektet. 30 
µM resveratrol øger cellestørrelsen med 1,6 procent i forhold til kontrol (p<0,05), svarende til en 
øgning fra 12,61 ± 0,07 til 12,84 ± 0,08 (µm±SEM). Rapamycin formindsker cellestørrelse med 6,4 
procent i forhold til kontrol (p<0,001) svarende til en formindskning fra12,61 ± 0,07 til 11,84 ± 0,09 
(µm±SEM). Oven i dette ses at rapamycin formindsker den celle forstørrende effekt af 30 µM 
resveratrol med 3,2 procent, ved at forholde 30 µM resveratrol alene til 30 µM resveratrol med 
rapamycin (p<0,01). Dette svarer til et fald fra 12,84 ± 0,08 til 12,36 ± 0,11 (µm±SEM). På den 
anden side viser kombinationen 30µM resveratrol med rapamycin en øget cellestørrelsen på 4,8 
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procent relativt til rapamycin alene (p<0,05). Dette svarer til en øgning fra 11,84 ± 0,09 til 12,36 ± 
0,11 (µm±SEM).   
Figur 19 viser at effekten af 20 mM glukose på celleantallet er lig til hvad der blev observeret for 5 
mM glukose (Figur 17). Tilsætning af enten 30 µM resveratrol eller rapamycin hæmmer 
celleantallet med henholdsvis 42,8 procent og 18,2 procent i forhold til ubehandlede celler 
(p<0,0001 og p<0,001). Kombinationen af 30 µM resveratrol og rapamycin giver en yderligere 
reduktion af celleantallet på 26,8 procent forhold til 30 µM resveratrol alene (p<0,0001).   
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Figur 19. Celleantallet reduceres med både resveratrol og rapamycin. INS-1E celler dyrkes ved 20 mM glukose, 30 µM resv, 1,1 
nM rapa i 48 timer. Y-akse er celleantal og x-akse er tilsætningsstoffer. Data er middeltal af tre forsøg +/- SEM. DMSO vs Resv 30 
µM, 42,8 % forskel (**p<0,0001). DMSO vs Rapa 1,1 nM, 18,2 % forskel (*p<0,001). Resv30 µM vs resv30 µM +rapa1,1 nM, 26,5 
% forskel (**p<0,0001).  
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Figur 20. Cellediameter relativ til glukose. Genanvendt data fra figur 19 og 21. INS-1E celler dyrkes ved 5 mM eller 20 mM 
glukose, 10 µM resv, 30 µM resv, 1,1 nM rapa i 48 timer. Y-aksen er celle størrelses i µm og x-aksen er tilsætningsstof. Data er 
middeltal af tre forsøg +/- SEM. DMSO 5 mM glu vs DMSO 20 mM glu (*p<0,01); resv10µM (5 mMglu) vs resv10µM (20mM glu) 
(**p<0,05); resv 30 µM (5 mM glu) vs resv 30µM (20 mM glu) (*p<0,01); resv 10µM + rapa 1,1 nM (5 mM glu) vs 10 µM + rapa 1,1 
nM (20 mM glu) (**p<0,05); resv30 µM + rapa 1,1 nM (5 mM glu) vs resv 30µM + rapa 1,1 nM (20 mM glu) (*p<0,01).   
 
Figur 20 viser at celler dyrket i 20 mM glukose er signifikant større i forhold til celler dyrket i 5 mM 
i alle tilfælde, bortset fra celler dyrket kun i rapamycin. Der undersøges om der er signifikant eller 
relevant data forskel mellem celleantallet ved celler dyrket i 5 eller 20 mM glukose (Figur 21 
nedenfor). Der findes kun signifikant forskel ved 30 µM resveratrol tilsat 1,1 nM rapamycin ved 5 
mM glukose relative til 30 µM resveratrol tilsat 1,1 nM rapamycin ved 20 mm glukose (p<0,001).  
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Figur 21. Celleantal relativ til glukose. Genanvendt data fra figur 20 og 22. INS-1E celler dyrkes ved 5 mM eller 20 mM glukose, 10 
µM resv, 30 µM resv, 1,1 nM rapa i 48 timer. Y-aksen er celleantal og x-aksen er tilsætningsstof. Data er middeltal af tre forsøg 
+/- SEM. Resv 30 µM + rapa 1,1 nM ved 5 og 20 mM glukoses (*p<0,001). 
 
Fasekontrast mikroskopibilleder 
Figur 22 nedenfor viser tilfældigt udvalgte billeder af INS-1E celler med rapamycin og resveratrol 
ved de forskellige konditioner. Der observeres at celler tilsat resveratrol lader til at være ret 
polymorfe og har dendritlignende udposninger. Cellerne overlapper generelt hinanden, og det er 
svært at bestemme grænserne mellem cellerne, men der observeres at tilstedeværelse af 
reveratrol lader til at have en forstørrende effekt på arealet af cellerne, og tilstedeværelse af 
rapamycin har formindskende effekt. Det var ikke muligt at lave et forsøg som kan fastslå dette 
med sikkerhed ved at benytte ImageJ, på grund af der ikke kunne dannes præcise afgrænsninger 
mellem cellerne.  
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Resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved blokering af mTOR  
Undersøgelse af hvordan UCP2 mRNA expression ved 20 mM glukose i INS-1E celler efter 48 timer 
påvirkes af resveratrol ved hæmning af mTOR signalvejen med rapamycin. Der vurderes om 
rapamycin har indflydelse på UCP2 mRNA induktionen, ved at bestemme mRNA niveauerne med 
RT-qPCR. Alle tre mTOR-RAPA forsøg pooled illustreres i Figur 23. Visuel vurdering af agarose gel 
elektroforese viste at integriteten af det ekstraherede RNA var god (data ikke vist).       
 
 
DMSO 20 mM glukose Resveratrol 10 µM, 20 mM 
glukose 
Resveratrol 30 µM, 20 mM 
glukose 
Rapamycin 1,1 nM, 20 mM 
glukose  
Rapamycin 1,1 nM + 
Resveratrol 10 µM, 20 mM 
glukose  
 
Rapamycin 1,1nM + Resveratrol 
30 µM, 20 mM glukose 
 
Figur 22. Fasekontrast mikroskopibillede af INS-1E celler. Cellerne er dyrket med komplet medie i 48 timer i 
tilstedeværelse af 20 mM glukose. Leica DMIRB mikroskop med 20X forstørrelses benyttes. Tilsætningsstoffer ses 
under de enkelte billeder.    
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Figur 23 Resveratrol hæmmer ekspressionen af UCP2 induceret ved 20 mM glukose via mTOR afhængig signalvej. RT-qPCR 
resultat for UCP2 mRNA og TFIIB reference gen. Hvid kolonne er 5mM glukose, stiplet kolonne er 20 mM glukose. Data er 
middeltal af tre forsøg +/- SEM. Data er normaliseret til DMSO kontrol (5mM glukose). DMSO vs Resv30 µM i 20 mM glukose 
(*p<0,05), 10,1 % forskel. Resv30 µM vs resv30+RAPA i 20 mM glukose (*p<0,05), 23,5 % forskel. 
 
I disse forsøg ses at UCP2 mRNA ekspressionen ikke er induceret af 20 mM glukose, ved at 
sammenligne DMSO i begge koncentrationer (Figur 23). Ved 20 mM glukose forårsager 30 µM 
resveratrol en reduceret UCP2 mRNA expression (p<0,05). Dette modvirkes af en samtidig 
behandling med rapamycin (p<0,05), hvilket kan tyde på at effekten af resveratrol sker via mTOR 
signalvejen. 
Der er en vis usikkerhed ved forsøget og resultaterne, på grund af at der observeres støj på 
smeltekurverne. Støjen blev dog vurderet til ikke at have signifikant betydning for de viste 
resultater, eftersom den kan adskilles fra prøverne smeltepunkt.  
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Støj på smeltekurven 
Støjen på smeltekurven forværres og resulterer i udelukkelse af forsøg. Nedenfor ses 
smeltekurven fra mTOR-RAPA-udelukket forsøget (Figur 24).  
 
 
Figur 24. Smeltekurve fra mTOR-RAPA-udelukket. På y-aksen ses fluorescens (r’(T)) og på x-aksen ses temperaturen (°C). 
Samtlige prøver, standard prøver og kontroller er med. 
 
Forsøget blev udelukket på grund af at der ikke kunne skelnes mellem de to smeltetemperaturs 
toppe for UCP2 og TFIIB. Der observeres tre negative toppe på 75 °C, 79 °C og 81 °C, hvilket er tæt 
på smeltetemperaturen for UCP2 og TFIIB. mTOR-RAPA-udelukket kørtes samme dag som et andet 
forsøg som havde en god smeltekurve, og eneste forskel mellem disse var at til mTOR-RAPA-
udelukket benyttes købt vand fra invitrogen, mens til det andet benyttedes ”hjemmelavet” vand, 
som var filtreret og steriliseret ved kørsel i mikroovn i 30 sekunder. Derfor opsattes et forsøg 
mellem købevand og hjemmelavet vand for at undersøge om det var vandet der var skyld i støjen 
på smeltekurven. Der kørtes 8 prøver, 4 med købevand og 4 med hjemmelavet. Der observeres 
ingen forskel mellem resultaterne, og alle kurverne er pæne og uden støj (ikke vist). Eneste 
generelle forskel mellem vandforsøget og mTOR-RAPA-udelukket er at til vandforsøget benyttes 
strips og ikke plader, på grund af at der kun analyseres 8 prøver og pladerne indeholder 96 
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brønde. Derfor opsættes nye forsøg med strips, men dette resulterede ikke i at støjen på 
smeltekurven forsvandt (data ikke vist). Støjen lader til at være varierende og tilfældig, hvilket 
tyder på apparatur fejl. Derfor foretages eftersyn på apparaturet af teknikere, før yderlige forsøg 
køres. Der blev ved dette eftersyn fundet frem til at der i PCR apparaturet var en defekt lysleder 
kabel, som var årsagen til disse tilfældige udsving i fluorescens niveau. Efter lyslederkablet blev 
udskiftet observeredes der ikke yderligere støj på smeltekurverne. 
    
Resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved knockdown af SIRT1 
Undersøgelse af resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved 20 mM glukose i INS-1E celler 
ved knockdown af SIRT1 signalvejen. Der dannes en retroviral SIRT1 knockdown INS-1E cellelinje 
og en tilsvarende kontrol cellelinje. Disse dyrkes i 5 mM og 20 mM glukose med i 30 µM 
resveratrol i 48 timer.  
Figur 25 viser SIRT1 mRNA knockdown og kontrol, for at verificere at der er sket SIRT1 knockdown. 
På Figur 26 ses resultatet af de tre SIRT1 knockdown (KD) med tilhørende kontrol cellelinje (Ktrl) 
forsøg pooled. Visuel vurdering af agarose gel elektroforese viste at integriteten af det 
ekstraherede RNA var god (data ikke vist) 
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Figur 25 Kontrol af SIRT1 knockdown. RT-qPCR resultat med SIRT1 interesse gen og TFIIB reference gen. Data er middeltal af tre 
forsøg +/- SEM. Kontrol vs knockdown, 55 % forskel (*p<0,01).  
Figur 25 viser SIRT1 mRNA niveauerne for SIRT1 knockdown og kontrol. Der konstanteres at der er 
sket SIRT1 knockdown ved at knockdown ligger signifikant lavere (55%) i forhold til kontrollen 
(p<0,01). Derved er det er muligt at anvende cellelinjen til at teste om knockdown af SIRT1 har 
betydning for effekten af resveratrol i forhold til UCP2 mRNA expression.  
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Figur 26. Resveratrol hæmmer ikke ekspressionen af UCP2 mRNA via SIRT1 afhængig signalvej. RT-qPCR resultat for UCP2 mRNA 
og TFIIB referanse gen. Hvide søjler er med 5mM glukose, ternede er med 20 mM glukose. Data er middeltal af tre forsøg +/- 
SEM. Data normaliseret til SIRT1-Ktrl (5 mM glukose). SIRT1-Ktrl (5mM glu) vs SIRT1-Ktrl (20mM glu) ikke signifikant 53 % forskel. 
SIRT1-Ktrl (20mM glu) vs SIRT1-KD (20 mM glu) ikke signifikant 35 % forskel.  
 
Figur 26 viser at UCP2 mRNA niveauerne ikke er signifikant induceret ved 20 mM glukose og at 
tilføjelsen af resveratrol ikke har nogen effekt på UCP2 mRNA expressionen. Men der observeres 
en tendens til at UCP2 niveauerne med 20 mM glukose generelt ligger højere, og ved at 
sammenligne kontrollerne alene over for hinanden observeres en ikke signifikant stigning på 53 
procent. Ved 20 mM glukose observeres også en tendens, forårsaget af knockdown af SIRT1, som 
viser en ikke signifikant reduktion af UCP2 mRNA på 35 procent i forhold til kontrol. Disse 
observationer tyder på at den observerede stigning i UCP2 niveauerne er SIRT1 afhængige, men 
ikke er moduleret af resveratrol. 
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Diskussion og delkonklusioner  
Formålet med dette projekt var at undersøge effekten af resveratrol på UCP2 mRNA mængden, og 
undersøge om mTOR og SIRT1 signalvejene var afgørende i resveratrols regulering af UCP2 
expressionen, samt belyse resveratrols effekt på cellestørrelse og celleantal når mTOR signalvejen 
hæmmes.   
 
Resveratrols og glukoses effekt på UCP2 mRNA 
Projektet indledtes med at undersøge resveratrols og glukoses effekt på UCP2 mRNA niveauet i 
INS-1E celler efter 48 timer. Celler dyrket ved 20 mM glukose alene viste en signifikant induktion af 
UCP2 mRNA på 55 procent (p<0,05) i forhold til celler dyrket med 5 mM glukose alene (Figur 13 på 
side 35). Disse resultater stemmer overens med tidligere undersøgelser der har vist at der sker en 
UCP2 mRNA opregulering ved høj glukose. UCP2 mRNA niveauerne i INS-1 og rotte ”cultured 
islets” tredobles over 72 timer ved 25 mM glukose (Dalgaard, 2012), fordobles i humane ”cultured 
islets” over 24 timer ved 22 mM glukose, og tredobles i samme over 48 timer (Brown et al., 2002).  
UCP2 mRNA niveauerne for celler dyrket med resveratrol (10/30-50μM) i 48 timer er ikke 
signifikant forskellige fra niveauerne for celler uden resveratrol, både ved 5 og 20 mM glukose. 
Men det observeres at celler med 30-50 µM resveratrol i 20 mM glukose ligger 17 procent lavere i 
forhold til kontrol. Dette indikerer at resveratrol ikke har en signifikant indflydelse på UCP2 mRNA 
expression, men der tegner sig en tendens at 30-50 µM resveratrol har en hæmmende effekt på 
UCP2 expression (Figur 13, side 35). Vetterli et al., har lavet lignende forsøg hvor der undersøges 
UCP2 mRNA niveauet i forhold til 25 µM resveratrol i INS-1E celler efter 24 timer (Vetterli et al., 
2011). Denne undersøgelse påviste en signifikant øgning af UCP2 protein niveauet med 
resveratrol, men der kunne ikke påvises signifikant forskel mellem UCP2 mRNA niveauerne i INS-
1E celler dyrket med og uden resveratrol. Denne manglende korrelation mellem protein og mRNA 
niveauerne forklares med at der sker en regulering af translationen, således at mRNA niveauerne 
ikke nødvendigvis vil være ændret. I et studie udført af Bordone et al., findes der korrelation 
mellem UCP2 mRNA og protein i SIRT1 knockout INS-1E celler i forhold til kontrol efter 48 timer 
(Bordone et al., 2006). Der findes således altså modstridende resultater vedrørende forholdet 
mellem UCP2 mRNA og protein i INS-1E celler.  
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Der kunne i skrivende stund ikke findes andre studier vedrørende resveratrol og UCP2 mRNA i INS-
1E celler. Undersøgelser udført af Zhang et al., har dog vist at resveratrol hæmmer UCP2 mRNA 
induktion i muse modeller. I denne undersøgelse blev musene inddelt i tre grupper: fodret normal 
kost, fodret kost med højt fedt indhold, og fodret kost med højt fedtindhold sammen med 
resveratrol over 8 uger. Resveratrol (400 mg/kg) blev administreret over 24 uger, men først efter 8 
uger med kost med højt fedtindhold. Resultaterne viste at UCP2 mRNA blev induceret trefoldigt af 
kost med højt fedtindhold, mens kost med højt fedtindhold sammen med resveratrol medført 
ingen induktion af UCP2 mRNA. I samme undersøgelse så man på UCP2 protein niveauerne, og de 
viste den samme tendens som mRNA niveauerne. Dog blev UCP2 protein niveauet kun fordoblet af 
kost med højt fedtindhold, mens kost med højt fedtindhold sammen med resveratrol ikke viste 
nogen induktion af UCP2 på proteinniveau (Zhang et al., 2012).  
 
Dosisrespons af rapamycin på cellearealet og celle antal  
Ud fra dosisrespons forsøgene med rapamycin konstateres at 1,1 er den bedst egnede 
koncentration til at benytte til de efterfølgende forsøg (Figur 14 og Figur 15, side 37 og 38). Dette 
begrundes med at 1,1 nM rapamycin er den laveste koncentration der kan adskilles signifikant fra 
kontrol (p<0,01 uden resveratrol, p<0,05 med resveratrol), og at celleantallet er ikke signifikant 
forskelligt fra kontrol.  
 
Resveratrols effekt på cellestørrelse 
Her undersøges resveratrols effekt på cellestørrelse når mTOR signalvejen hæmmes med 
rapamycin. INS-1E celler dyrket ved 5 og 20 mM glukose alene, tilsat resveratrol og/eller 
rapamycin, i 48 timer (Figur 16 og Figur 18 på side 39 og 41). Resultaterne viser at 30 µM 
resveratrol signifikant øger cellestørrelsen, med 1,6 procent, både ved 5 mM og 20 mM glukose 
(p<0,05). Rapamycin har den modsatte effekt af resveratrol, da det formindsker cellestørrelsen 
signifikant, med 5,7 og 6,4 procent ved henholdsvis 5 mM og 20 mM glukose (p<0,001). 
Resultaterne viser også at rapamycin signifikant hæmmer den forstørrende effekt resveratrol har 
på cellestørrelsen, ved både 5 mM (4%) og 20 mM (3,2%) glukose (henholdsvis p<0,001; p<0,01).  
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Der kunne på skrivende i skrivende stund ikke findes studier hvor resveratrols effekt undersøges i 
forhold til cellestørrelse i INS-1E celler, men der er lavet studier i andre typer celler. Hope et al. 
viser at RKO celler (human kræft cellelinje) dyrket i 48 timer med resveratrol (10 og 20 µM) øger 
cellestørrelse (mean cell cross sectional area) signifikant, fra 218.8 ± 92.5μ2 ved ubehandlede 
celler til 331.7 ± 111.2μ2 med 20 µM resveratrol.  
Hope et al., undersøger også om resveratrol har effekt på celledeling. Der konstateres at 20 µM 
resveratrol øger andelen af celler i S fase (celle delings fase) fra 24,7 til 33,9 procent (Hope et al., 
2008). S fasen kendetegnes ved øget protein syntese, duplikering af DNA, og større celler på grund 
af at der forberedes celledeling.  Derved kan resveratrols forstørrende effekt på INS-1E celler 
muligvis forklares ved at der sker en øgning andelen af celler i S fasen.    
Det observeres også at INS-1E celler er signifikant større ved 20 mM glukose i forhold til celler 
dyrket i 5 mM glukose, bortsat fra celler dyrket kun med rapamycin (Figur 20), hvilket ikke er helt 
uventet eftersom glukose kan anses som en generel regulator af betacelle størrelse (Chick, 1973; 
Weir and Bonner-Weir, 2007). Selv om celler dyrket kun med rapamycin ikke er signifikant større 
ved 20 mM glukose i forhold til 5 mM glukose, ses der dog en tendens til dette. 
 
Resveratrols effekt på celleantal 
Undersøgelse af resveratrols effekt på celleantal når mTOR signalvejen hæmmes med rapamycin 
ved 5 mM glukose efter 48 timer. Det observeres at 30 µM resveratrol alene signifikant 
formindsker celleantallet i forhold til ubehandlede celler med 30,2 procent (p<0,001). Lignende 
effekt findes ved behandling med rapamycin alene i forhold til ubehandlede celler, ved at der 
observeres et fald på 18,4 procent (p<0,001). Udover dette konstateres at kombinationen af 30 
µM resveratrol og rapamycin giver et yderligere fald i celleantallet på 13,3 procent (p<0,05).  
Ved undersøgelse af resveratrols effekt på celleantal når mTOR signalvejen hæmmes med 
rapamycin ved 20 mM glukose i 48 timer observeres en lignende effekt. 30 µM resveratrol alene 
giver en reduktion i celleantallet på 42,8 procent og rapamycin alene en reduktion på 18,2 
procent, i forhold til ubehandlede celler. Kombinationen af både 30 µM resveratrol og rapamycin 
giver yderligere en reduktion på 26,5 procent i forhold til 30 µM resveratrol alene.  
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Bortolotti et al., finder at INS-1E celler dyrket ved 50 og 100 µM resveratrol i 24 og 48 timer 
signifikant hæmmer proliferation og øger andelen af celler i S- og G0/G1- fase. Bortolotti et al., 
finder også at 5 mM glukose har negativ effekt på proliferation i forhold til 7 og 9 mM glukose 
(Bortolotti et al., 2009). Samme effekt er ikke fundet i dette projekt ved at der ikke observeres 
forskel i celleantal mellem 5 mM og 20 mM glukose alene (Figur 21). Muligt fald i celleantal kan 
også skyldes at resveratrol fremmer apoptose (Bortolotti et al., 2009). Hope et al., finder også at 
30 µM resveratrol signifikant hæmmer prolifikationen, ved at øge andel i S fase (Hope et al., 2008).  
 
Resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved blokering af mTOR 
Undersøgelse af rapamycins og resveratrols effekt på UCP2 mRNA niveauet dyrket ved 5 og 20 
mM glukose ses i Figur 23 på side 46. Ud fra forsøget konstateres at der ikke er signifikant 
induktion af UCP2 mRNA ved 20 mM glukose. Der findes til gengæld en nedregulerende effekt af 
30 µM resveratrol alene med 20 mM glukose, da der observeres et signifikant fald af UCP2 mRNA 
niveauet på 10,1 procent i forhold til kontrol (p<0,05). Der observeres ikke en effekt af resveratrol 
på UCP2 mRNA niveauerne ved 5 mM glukose. Der findes heller ikke nogen signifikant forskel 
mellem resveratrol tilsat rapamycin og rapamycin alene, hverken ved 5 eller 20 mM glukose. Til 
gengæld observeres at UCP2 mRNA niveauet ligger signifikant højere (23,5 procent) ved 
resveratrol tilsat rapamycin i forhold til 30 µM resveratrol alene. Dette kunne tyde på at 
rapamycin hæmmer den virkning resveratrol har på UCP2 mRNA expression, og dermed at 
resveratrol agerer gennem mTOR signalvejen. Dette understøttes også af resultatet fundet i 
cellestørrelse undersøgelsen, hvor rapamycin også modvirker resveratrols effekt på cellestørrelse.  
Det er muligt at den manglende induktion af UCP2 mRNA ved 20 mM glukose har indflydelse på 
resultatet, da UCP2 mRNA expression er afhængig af glukose metabolisme (Dalgaard, 2012). Der 
ville forventes en kraftigere effekt af resveratrol på glukoseinduktion af UCP2 mRNA. Der er på 
skrivende i skrivende stund ikke fundet andre studier hvor UCP2 mRNA expression undersøges i 
forhold til mTOR, hverken i INS-1E celler eller andre typer celler.  
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Resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved knockdown af SIRT1 
Først undersøges om der er sket en knockdown af SIRT1. Resultatet viste en signifikant lavere 
expression på 55 procent i forhold kontrolceller, med et signifikansniveau på p<0,01 (Figur 25, side 
49).    
Undersøgelsen af resveratrols effekt ved SIRT1 knockdown på UCP2 mRNA niveauerne i INS-1E 
celler tilsat 5 og 20 mM glukose illustreres i Figur 26 på side 50. Der findes ikke en signifikant 
induktion af UCP2 mRNA ved 20 mM glukose alene sammenlignet 5 mM glukose alene. Men det 
observeres at UCP2 mRNA niveauet i celler med 20 mM glukose alene ligger 53 procent højere i 
forhold til celler med 5 mM glukose alene. Dette understøtter at UCP2 mRNA induceres af 20 mM 
glukose (før diskuteret under diskussion afsnittet ”Resveratrols og glukoses effekt på UCP2 
mRNA”). Der findes heller ikke forskel i UCP2 mRNA niveauet i celler dyrket i 20 mM glukose alene 
i forhold til celler dyrket med resveratrol i 20 mM glukose. 
Der findes heller ikke signifikant forskel i UCP2 mRNA niveauet mellem celler med 20 mM glukose 
alene og SIRT1 knockdown celler med 20 mM glukose, men der observeres at SIRT1 knockdown 
celle UCP2 mRNA niveauet ligger 35 procent lavere. Dette kunne tyde på UCP2 mRNA bliver 
induceret af 20 mM glukose og at denne induktion er SIRT1 afhængig, men bliver ikke moduleret 
af resveratrol.  
Studier af Bordone et al., finder at SIRT1 knockdown i INS-1E celler hæmmer UCP2 mRNA 
expression, og derved at UCP2 reelt er SIRT1 afhængig (Bordone et al., 2006). Dette stemmer 
delvist overens med de tendenser der er observeret i dette projekt. SIRT1 er rapporteret som 
hæmmer af UCP2 i flere studier (Bordone et al., 2006; Howitz et al., 2003; Vetterli et al., 2011), og 
derfor ville man forvente at SIRT1 knockdown ville resultere i højere UCP2 mRNA expression, eller 
i hvert fald ikke mindre. Den observerede tendens til at SIRT1 knockdown resulterer i mindre UCP2 
expression er altså i modsat retning af hvad der underbygges i litteraturen (Bordone et al., 2006).  
Resveratrols manglende effekt på UCP2 mRNA expression stemmer overens med det der findes i 
det før diskuterede forsøg ”Resveratrols og glukoses effekt på UCP2 mRNA”, og stemmer delvist 
overens med det er findes i litteraturen (diskuteret under afsnittet ”Resveratrols og glukoses 
effekt på UCP2 mRNA”). 
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Konklusion  
Der opnås modstridende resultater vedrørende induktion af UCP2 mRNA ved INS-1E celler dyrket i 
20 mM glukose. I det første forsøg resv-RNA (Figur 13) findes at UCP2 mRNA niveauet er 
signifikant induceret af 20 mM glukose, men ved forsøget mTOR-RAPA (Figur 23) og SIRT1 KD-Ktrl 
(Figur 26) findes at det ikke er signifikant induceret. Det er derfor ikke muligt at endegyldigt 
konkludere om 20 mM glukose inducerer UCP2 mRNA, men kun at UCP2 mRNA er induceret ved 
resv-RNA forsøget (Figur 13), og ikke er induceret ved mTOR-RAPA (Figur 23) og SIRT1 KD-Ktrl 
forsøgene (Figur 26).   
Der opnås også modstridende resultater vedrørende resveratrols effekt på UCP2 mRNA fra INS-1E 
celler dyrket ved 20 mM glukose. Resv-RNA (Figur 13) og SIRT1 KD-Ktrl (Figur 26) forsøgene viser 
ikke en signifikant effekt, men det gør derimod mTOR-RAPA (Figur 23) forsøget. Der kan derfor 
ikke konkluderes entydigt om resveratrol har effekt på UCP2 mRNA niveauerne, men kun at der 
findes signifikant effekt ved mTOR-RAPA (Figur 23) og ikke ved resv-mRNA (Figur 13) og SIRT1 KD-
Ktrl (Figur 26) forsøgene.   
Der kan konkluderes, at 30 µM resveratrol signifikant øger cellestørrelsen af INS-1E celler, både 
ved 5 mM og 20 mM glukose. Der kan også konkluderes at rapamycin signifikant formindsker den 
generelle cellestørrelse, samt modvirker resveratrols celleforstørrende virkning (Figur 16 og Figur 
18).  
Det kan konkluderes at 30µM resveratrol og rapamycin hver især signifikant formindsker 
celleantallet, både ved 5 og 20 mM glukose (Figur 17 og Figur 19), og sammen har en yderligere 
signifikant formindskende effekt i forhold til 30 µM resveratrol alene.  
Det kan konkluderes på bagrund af mTOR-RAPA forsøget (Figur 23) at resveratrols hæmning af 
UCP2 mRNA niveauerne ved 20 mM glukose formindskes af rapamycin, og derved at mTOR 
signalvejen er involveret i UCP2 mRNA expression. Dette understøttes af at rapamycin modvirker 
resveratrols celleforstørrende effekt.  
Der kan konkluderes på baggrund af SIRT1 KD-Ktrl forsøget (Figur 26) at UCP2 mRNA niveauerne 
ikke er signifikant påvirkede af resveratrol eller SIRT1 knockdown. Disse resultater kan tyde på at 
SIRT1 ikke har indflydelse på reguleringen af UCP2. Der tegnes sig muligvis en tendens til at SIRT1 
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signalvejen har en aktiverende effekt på UCP2 mRNA expression, da SIRT1 knockdown UCP2 
mRNA ligger lavere end kontrol niveauerne. Der kan dog ikke konkluderes yderlige om dette på 
grund af at forskellen ikke er statistisk signifikant.  
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Forkortelser 
Cdk: Cyklin dependent kinaser 
Ct: Fluorescense Detection Baseline 
DMSO: Dimethyl sulphoxide 
FKBP12: Protein foldende chaperone protein  
FRB: FKBP12-rapamycin bindende domæne 
FW: Formula weight 
GLUT-2: Type 2 glukose transporter 
GLUT-4: Type 4 glukose transporter 
Glu: Glukose 
HeLa: Human cervical carcinorma  
HEK 293: human embryonic kidney 
IRS1: insulin receptor substrat 1 
KD: Knockdown 
Ktrl: Kontrol 
mTOR kompleks 1: mTORC1 
mTOR kompleks 2: mTORC2 
mTOR: Mammalian target of rapamycin 
mTOR-RAPA: Resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved blokering af mTOR 
No-RT: Ingen reverse transcriptase 
NTC: Ingen template control 
PBS: Fosfatbuffer opløsning 
PI3K: Phosphoinositide 3-kinase 
RAPA: Rapamycin 
Resv: Resveratrol  
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Resv-RNA: Resveratrols og glukoses effekt på UCP2 mRNA niveauet 
RISC: RNA-induced silencing protein complex 
RICTOR: Rapamycin-insensitive companion of mammalian target of rapamycin 
RNAi: RNA interference 
RT-PCR: Revers transkriptase polymerase chain reaction 
RT-qPCR: Real time quantitative polymerase chain reaction 
SEM: Standard error of the mean 
shRNA: Short hairpin RNA 
SIRT1 KD-Ktrl: Resveratrols effekt på UCP2 mRNA expression ved knockdown af SIRT1 
SIRT1: Silent mating type information regulation 2 homolog 
SSIIIRT: SuperscriptR III reverse transkriptase 
SIR2: Silent Information Regulator 2 
S6K1: Ribosomal protein S6 kinase 1 
UCP2: Uncoupling protein 2 
U2OS: Human osteosarcoma 
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